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研究成果の概要（和文）： 
蛍光マイクロビーズを用いる MFI法は、微量血清で多項目の抗体検査が可能なため、小型実
験動物の感染症診断への応用が期待できる。本研究では、MFI 法による抗体検査システムを構
築するため、マウス・ラットの主要感染症の病原体 9種の抗原を作製し、それらの抗原の特異
性や検出感度の評価を行った。その結果、MFI 法は特異性や検出感度が優れ、同時に多数項目
の検査においても特異性や感度の低下が見られなかった。MFI 法は実験用マウス・ラットの感
染症診断法として優れた方法である。                                   
 
研究成果の概要（英文）： 
Microsphere fluorescent immunoassay (MFI) allows simultaneous detection of antibodies 
to multiple rodent pathogens using a small volume of sera. In the present study, we 
examined the specificity and sensitivity of MFI in serologic diagnosis for infections 
on mice and rats.  Antibodies to major 9 pathogens in mice and rats were measured by MFI 
using recombinant and inactivated antigens. MFI succeeded in multiplex detection of 
antibodies to the above-mentioned pathogens in a single reaction well without decreasing 
its specificity and sensitivity. MFI is highly suitable for serodiagnosis in laboratory 
mice and rats. 
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１．研究開始当初の背景 
ライフサイエンス研究ではマウス・ラット
等の実験動物を多用し、特に遺伝子改変マウ
スの利用は拡大し、ポストゲノム研究に不可
欠な存在となっている。それに伴い、遺伝子
改変マウスの授受が世界規模で頻繁に行わ
れ、病原体の拡散の危険性が高まっている。
特に、従来、日本国内で汚染例の報告がほと
んどないいわゆる murine virusに関しては、
輸入感染症として国内への汚染拡大が懸念
される。一方、マウスは小型であるが故に血
清などの検体量が限られ、同一個体での経日
的なモニターや多項目の検査は困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、実験用のマウス・ラットの感
染症について、微量サンプルで多項目の抗体
測定が可能な検査システムの構築を目的と
し、遺伝子組換え等により、検査対象とする
9 種のマウス・ラットに感染する病原体の精
製抗原を開発するとともに、微量検体での高
感度検出系として、蛍光マイクロビーズ法を
応用し、multiplex 解析の諸条件を検討し、
システム化する。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗原 
マウス肝炎ウイルス（MHV）、センダイウイ
ルス（SV）、肺マイコプラズマ（MP）、ティザ
ー菌（TZ）、ハンタウイルス（HAN）、マウス
微小ウイルス（MVM）、マウスパルボウイルス
（MPV）、マウスロタウイルス（EDIM）、マウ
スノロウイルス（MNV）の 9 種類の病原体を
検査対象とした。これらの病原体に対する抗
体検査用抗原として組換えウイルス抗原、不
活化ウイルス抗原および不活化菌体抗原を
作製し、MFI法における反応性を検討した。 
（2）血清 
マウスおよびラットの実験感染血清およ
び 100倍希釈した非感染コントロール血清を
MFI 法による抗体測定に使用した。一部の検
査項目については、自然感染血清を収集して
100倍希釈で反応性を解析し、ELISA法や IFA
法と特異性・検出感度を比較検討した。 
（3）MFI法 
15 種類の抗原タンパク質をカルボキシル
コートビーズにカップリングし、各種抗原ビ
ーズを調製した。抗原ビーズは 1%BSA-PBSで
ブロッキング処理し、測定時まで 4℃で遮光
保存した。測定時には、まず各抗原ビーズを
フィルター付マイクロプレートの well 中で
混合し、被検血清と室温で 1時間反応させた。
次に、well中の抗原ビーズをビオチン標識抗
マウス/ラット IgG と室温で 1 時間反応させ
た。再度洗浄後、R-PE標識ストレプトアビジ
ンと室温で 30 分間反応させた。反応後の抗
原ビーズは、Luminex200を使用して蛍光強度
を測定し、各抗原ビーズにつき 100個以上で
の測定データにもとづく中央値を median 
fluorescent intensity (MFI)として算出し
た。MFI法の原理を図 1に示す。 
 
 
４．研究成果 
（1）各種抗原の作製 
種々の方法で調製した抗原をマイクロビ
ーズにカップリングし、MFI 法における反応
性を予備検討した結果、以下の抗原が MFI法
による抗体検査に利用可能であることが明
らかになった。すなわち、MP と TZ は培養菌
体を超音波破砕した不活化抗原が有効であ
った。MHV および SV は超音波破砕・UV 不活
化したウイルス抗原が利用可能であり、さら
に大腸菌から発現・精製した組換え抗原も有
効であった。HAN、MVM、MPV、MNVについても
組換え抗原が有効であり、EDIMについてはサ
ルロタウイルス（SRV）の超音波破砕・UV 不
活化抗原が利用可能であった。これらの抗原
を用いて MFI法で検出される実験感染血清と
の反応強度は、抗原濃度および血清希釈倍数
に依存しており、一方で非感染血清との反応
は極めて微弱なことから、MFI 法による抗体
測定系の特異性が確認された。新た開発した
5 種の組換え抗原、MHV(rS1, rS2, rSmid), 
SV(rNP), mouse norovirus(rVP1)を含む計 9
種類の病原体に対する 15種類の抗原（表 1）
を用いて反応条件を検討した。 
 
  
（2）反応条件の検討 
100倍希釈した非感染コントロール血清 30
検体以上を用いて、抗原の種類と濃度ごとに
カットオフ値（バックグラウンド MFI平均値
+3×標準偏差）を算出した。このカットオフ
値と実験感染血清での陽性 MFI値との比較に
基づき、シグナル／ノイズ（S／N）比の高い
抗原濃度を抗原種類ごとに選択した結果、5
～40μg/ml の範囲で至適抗原濃度が設定さ
れた。また、至適抗原濃度におけるカットオ
フ値は 400～1,000MFIであり、S／N比は 2.3
～40.0であった（表２及び３）。 
 
 
 
（3）特異性と感度の評価 
さらに、各抗原ビーズを混合し、単一反応
well中で血清反応を行ったところ、各病原体
由来の不活化抗原または組換え抗原はそれ
ぞれの病原体に対する陽性血清と反応し、高
い S／N比が認められた（表 4および 5）。今
回の測定系では MHV抗原として不活化ウイル
ス抗原および４種類の組換え抗原を用いた
が、これらの抗原によりマウスの MHV抗体の
みならずラットの SDAV 抗体も効率よく検出
可能であった。また、パルボウイルスの NS1
抗原はパルボウイルス種間で共通抗原性が
強いため、マウスのパルボウイルスである
MVM と MPV およびラットのパルボウイルスで
ある RPVと H-1に対する抗血清が共に高い S
／N比で NS1抗原と反応した。同時に、MVM 
と MPV それぞれの VP2 抗原を用いることで、
MVM と MPV の感染を鑑別することも可能であ
った。このように、MFI 法では感度の損失な
く、上記検査項目のマルチプレックス抗体検
査が可能であった。 
また、自然感染血清が入手できた MHV、SV、
MP、MNVについては現行の ELISA法や IFA法
との比較解析を行い、MFI法が ELISA法や IFA
法と比較して同等もしくはそれ以上の特異
性と感度を有することが確認された。 
 
（4）今後の展望 
MFI 法による抗体検査では 1 つの病原体に
対して複数の組換え抗原を用いた測定が可
能であるため、陽性反応時の特異性の確認や
検出率の向上にも有利であることが示唆さ
れた。微量の血清サンプルから一度に多項目
にわたる抗体検査成績が得られ、しかも特異
性の向上が期待できることから、MFI 法は
ELISA 法に代わるハイスループットな血清検
査法として普及していくものと予想される。 
今後、わが国の中核的な検査機関である
ICLAS モニタリングセンターの血清検査メニ
ューに含まれるすべての検査項目について、
MFI 法による抗体測定系の構築を継続し、マ
ウス・ラット血清検査の１次スクリーニング
を MFI法に移行させる予定である。 
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